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Niniejszy artykut ma na celu przedstawienie historii pojecia granicy wykrywalnosci, mnogosci pojec
i definicji proponowanych przez kolejnych badaczy oraz uswiadomienie, ze tak powszechny i intuicyjny
parametr w chemii analitycznej okazywat si¢ bardzo kontrowersyjny.

Granica wykrywalnosci

CZ. Il - HISTORIA LOD

W poprzednim artykule z serii oméwione zostaty pod-
stawy statystyczne granicy wykrywalnosci oraz porady
praktyczne. Niniejszy artykut ma na celu przedstawie-
nie historii pojecia granicy wykrywalnoéci, mnogosci
pojeé i definicji proponowanych przez kolejnych bada-
czy oraz uswiadomienie, ze tak powszechny i intuicyjny
parametr w chemii analitycznej okazywal sig bardzo
kontrowersyjny. Niektére z przedstawionych tu pojec
moga nie mie¢ dzi$ zastosowania lub okazalo sig, ze
bazowaly na nieprawidtowych zalozeniach. Poczgtko-
wo nie zadawano sobie trudu wyjasnienia przedstawia-
nych poje¢ za pomocy statystyki lub robiono to bied-
nie. Zdarzato sig, Ze te same terminy opisywaly rozne
zagadnienia, na przyklad wykrycie analitu oraz ozna-
czenie ilosciowe analitu.

Na poczatku XX wieku analiza instrumentalna stala
sie wazng galezia chemii analitycznej. Rozwdj defini-
cji i metod szacowania granicy wykrywalnosci (LOD)
byl écidle zwigzany z rozwojem technik instrumental-
nych. Pierwsze wzmianki w literaturze o mozliwoéciach
wykrycia analitu na niskich poziomach stgzefi pocho-
dzq z tego okresu i od tamtego czasu nie ma juz zad-
nych watpliwosci co do istotnosci szacowania LOD.

W pierwszych latach XX wieku odniesienia do mozliwo-
$ci wykrycia analitu dotyczyly tylko analizy jakosciowej
substancji obecnej w prébce w niskich stezeniach (testy
jakoéciowe). llosciowe oznaczenie skfadnikow nale-
zalo ciagle do przyszlosci. Pierwsze kroki w kierunku
wykrycia analitu na niskich poziomach stezert postawili
L.J. Curtman i P Rothberg w 1911 roku. Autorzy opisali
sposob wyznaczenia ,granicy proby” (ang. limit of the
test) — najmniejszej ilosci analitu, ktéra w okredlonych
warunkach da jednoznaczny sygnat. W 1923 roku F. Feigl
uzyt terminu Erfassunggrenze, co z jezyka niemieckiego
mozna przettumaczy¢ jako granica wykrywalnosci. Mimo
ze pewne sformutowania byly uzywane w literaturze, to
sama metoda szacowania LOD nie byla opisana. Istotny
wktad w zagadnienie LOD wnidst H. Kaiser w pracach
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z 1947 i 1966 roku. Zaproponowalt, aby wyznaczenie
LOD bylo oparte na statystyce matematycznej. Zapropo-
nowana metoda pozwalala na obliczenie granicy wykry-
walnoéci zaréwno w dziedzinie stezenia, jak i sygnatu
na podstawie danych eksperymentalnych. Jednakze nie
wspomina nic o teorii testowania hipotez.

Lata szesédziesigte: Currie

W latach szeé¢dziesigtych XX wieku chemicy anality-
cy zaczeli zwraca¢ wigkszq uwage na charakterystyke
procedury analitycznej. LOD bylo definiowane mie-
dzy innymi jako ,najmniejsza ilos¢ lub stezenie, ktore
moze zosta¢ wykryte”. Jednakze, powyzsza definicja
jest dwuznaczna i moze prowadzi¢ do subiektywnych
wynikéw z powodu zastosowania okreslenia ,najmniej-
sza”. Ponadto, nie bylo jasne, kiedy decyzja o wykryciu
analitu zostaje podjeta przez analityka. Te watpliwosci
wskazywaly na potrzebe opracowania jednoznacznej
definicji LOD, ale réwnoczesnie pojawialy si¢ coraz
bardziej zréznicowane opisy dotyczace mozliwosci
wykrycia i oznaczania analitbw na niskich poziomach
stezeri. Wiekszo$¢ z nich opierala si¢ na obliczeniach
odchylenia standardowego wynikéw uzyskanych dzig-
ki analizie probek lepych. W roku 1963 B. Altshuler
i B. Pasternack zasugerowali uzycie odchylenia standar-
dowego $lepej proby w celu obliczenia ,niskiej granicy
wykrywalnosci” (ang. lower limit of detection).

W tym czasie pojawilo si¢ wigcej metod szacowania
LOD. L.A. Currie zwracit uwage na problem mnogosci
definicji i poje¢ w pionierskiej pracy z 1968 roku, gdzie
zaprezentowat przyktadowe wartosci LOD, uzyskane za
pomoca réznych podejs¢ wobec tego samego zestawu
danych, ktére obejmowaly az trzy rzedy wielkosci. Oto
niektore z metod w rosnacym szeregu:

W odchylenie standardowe sygnatu tla (cB),

MW 10% sygnatu tla,

W 2qgy,

W 30y,
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B 3c;; + trzykrotne odchylenie standardowe probki,

B dwukrotna wartosc sygnatu tta.

PoniewaZ niektére z przedstawionych metod nie miaty

zadnych podstaw statystycznych, Currie zaproponowat

nowe podejécie do LOD, oparte na teorii testowania
hipotez Neymana-Pearsona. Koncepcja ta miafa kilka
zatozen:

W zmienna zalezna, czyli wartosci sygnatu analityczne-
go, ma rozkfad normalny,

W liniowa zaleznos¢ miedzy wartociami sygnalu a war-
tosciami zmiennej niezaleznej, czyli stezenia analitu
(przyblizenie metoda najmniejszych kwadratéw),

B homoskedastycznos¢, czyli stalosé wariancji wartosci
sygnalu wobec wartosci stezenia.

Poziom krytyczny (L) zostat zdefiniowany jako odpo-
wiedz instrumentu pomiarowego, powyzej ktorej moz-
liwe jest wiarygodne przypisanie sygnatu oznaczajacego
wykrycie analitu. L zalezy wylacznie od prawdopodo-
bieristwa wystapienia btedu | rodzaju (@). Zaleznie od
zalozonego poziomu ufnosci, warlos¢ wspolczynnika
rozszerzenia k moze by¢ rozna, stad gdy a = 0,05, to
k = 1,645 (zakladajac rozklad normalny i nieskonczo-
ng liczbe stopni swobody), a wzdr przyjmuje postac:
Lc = 1,645s, gdzie s, — odchylenie standardowe wyni-
kéw pomiaru sygnatu analitycznego pochodzacego od
probki Slepej. Definicja LOD wedlug Currie brzmi naste-
pujaco: ,LOD jest to prawdziwa wartos¢ sygnatu, przy
ktorej mozna si¢ spodziewac¢ wykrycia analitu a priori”.
W przeciwienstwie do L., LOD zalezy zarbwno od ble-
déw | rodzaju, jak i od bledéw Il rodzaju (B). Zaklada-
jac, ze a = B, to wzdr na LOD przyjmuje postac L[OD
= 2L.. Publikacja Currie z 1968 roku miata ogromny
wplyw na ukierunkowanie i dalszy rozwoj koncep-
qji LOD i mozliwosci wykrycia i oznaczania analitu na
niskich poziomach stezeri. Niestety, dopiero trzy deka-
dy pozniej zostang podjete kroki w celu harmonizadji
dotychczasowe] wiedzy w te dziedzinie.

Lata 1970-1980

Hubaux i Vos 1970

W artykule z 1970 roku A. Hubaux i G. Vos zaprezen-
towali metode opartq na przedziale predykeji (ang.
prediction interval) krzywej kalibracyjne]. Jej celem jest
obliczenie L. i LOD, wykorzystujac informacje zawar-
te w krzywej kalibracyjnej. Autorzy zwracajq uwage,
ze oszacowane wartosci L. i LOD sa zalezne od takich
parametrow eksperymentalnych, jak zakres pomiaro-
wy, liczba wzorcow, liczba powtorzen pomiaréw wzor-
cow i badanej probki. Jednakze, z powodu blednych
zatozen metoda Hubaux i Vosa generuje nieprawidto-
we wartodci. Przeprowadzajac serie symulacji Monte
Carlo, skladajacych si¢ z dziesigtek milionow niezalez-
nych krzywych kalibracyjnych, E. Voigtman dowiédl
w 2008 roku, 7ze wartoéci LOD uzyskane powyzszq
metodg sg systematycznie zanizane. Zastosowanie
przedziatow predykeji w tym modelu skutkuje niepra-
widlowo zwiekszonym prawdopodobienstwem wysta-
pienia bledow Il rodzaju.
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IUPAC 1978

W roku 1978 czlonkowie IUPAC zdefiniowali LOD jako
Jliczba wyrazona w jednostce stezenia (lub zawartosci),
opisujaca najnizsza wartosc stezenia (lub zawartosci)
analitu, ktéra da si¢ okresli¢ jako r6znigca sie statystycz-
nie od wartosci prébki slepej”. Definicja nie precyzuje,
€0 oznacza wyrazenie ,roznigca sie statystycznie” ani
jak ma wyglada¢ pomiar prébki Slepej. Pozostawienie
tej kwestii do wyboru badaczowi moze sprawic, ze
porébwnywanie wartosci lOD uzyskanych przez innych
badaczy moze by¢ obarczone bledem. Wzér stuzacy do
obliczer jest nastepujacy:

LDkg
OD=r

gdzie:

s —odchylenie standardowe,

b — nachylenie krzywej kalibracyjnej.

Padejécie IUPAC jest zblizone do podejscia Kaisera,
jednakze w Zadnej z metod nie ma wzmianki o teo-
rii testowania hipotez. W modelu IUPAC obliczenia s
oparte na wspotczynniku k, ktorego wartos$¢ nie jest
jednoznacznie okreslona, ale zalezy od liczby pomia-
row. Stad, stosujac warto$¢ zalecang przez IUPAC
(k = 3), wymagana jest odpowiednia liczba powtérzen,
minimalnie 20. Taka wartos¢ wspotczynnika rozszerze-
nia odpowiada poziomowi ufnosci réwnemu 99,86%.
Odchylenie standardowe moze by¢ obliczone na kilka
sposobdw:

W s,

W s, - standardowy bfad prébki,

B standardowy bfad przeciecia krzywej kalibracyjnejs,.
Wzory stuzgce do obliczen powyzszych parametréw sa
nastepujace:

'\/2 iy [y, (a+bx)]

2
Gk M

21 xR

_ Iy
18i=1

gdzie:

I - liczba roztwordéw wzorcowych,

v, — $rednia warto$c sygnatu dla i-tego wzorca,

a — punkt przeciecia krzywej kalibracyjnej,

b —nachylenie krzywej kalibracyjnej,

X; — stezenie i-tego wzorca.

Mozliwos¢ wyboru jednego z wielu parametrow pro-
wadzi do uzyskania r6znych wartosci LOD. Stad istotne
jest, aby wraz z oszacowang wartoscig LOD podaé spo-
sOb obliczenia odchylenia standardowego w przypad-
ku stosowania omawianej metody IUPAC. To zagadnie-
nie byto réwniez poruszone przez ).D. Winefordnera



i G.L. Longa w pracy z 1983 roku. Metoda Kaisera
i IUPAC moze by¢ postrzegana jako podwaliny wspof-
czesnie stosowanej, popularnej metody — trzykrotnosci
odchylenia standardowego prébki slepej,

LOD = Xsr + 330

Podsumowujac, obliczenia zgodnie z metodq IUPAC
oparte sa na danych doswiadczalnych i sq fatwe do
zastosowania. Jednakze nalezy pamieta¢, ze wybor
sposobu obliczenia odchylenia standardowego moze
skutkowa¢ réznymi wartoéciami LOD. D. Montville
i E. Voigtman w 2003 roku zwrécili uwagg, ze to moze
skutkowa¢ w zamierzonym wyborze takiego parametru,
ktory w efekcie pozwoli na uzyskanie mniejszej warto-
§ci LOD.

Winefordner i Long 1983

Celem autoréw byta weryfikacja poprawnosci staty-
stycznej podejscia wedtug IUPAC. Rozwazania zostaly
zaprezentowane w przystepny i przejrzysty sposob tak,
aby réwniez badacze bez szerszej wiedzy statystycznej
mogli z nich skorzysta¢. Sprawdzone zostaly trzy meto-
dy szacowania LOD. Dla lepszego zobrazowania r6znic
miedzy nimi uzyte zostaly przyktadowe zestawy danych
wobec kazdego z omawianych wzorow. Poszczegélne
dane réznity si¢ istotnie takimi parametrami, jak nachy-
lenie i przeciecie krzywej kalibracyjnej oraz ich odchy-
lenia standardowe. Wiele kwestii zwigzanych z [OD
jest poruszonych i wyjasnionych w szerszym kontekécie,
na przyklad aby stosowaé wspétczynnik k = 3 zamiast
k = 2 i aby wartos¢ LOD dala sie wyraZnie odréznic¢
od wartosci probki élepej. Autorzy zalecajq réwniez, by
LOD byta przedstawiona wraz ze wspdtczynnikiem roz-
szerzenia, na przyklad [OD,_,. Poza metodg IUPAC
omawiana jest robwniez metoda graficzna i metoda
propagacji btedéw. Kazda z metod jest zastosowana
wobec czterech roznych zestawow danych. Rysunek
przedstawia sposéb uzyskania LOD wedlug metody gra-
ficznej, a wzor uzyty do tego celu sformutowany jest
nastepujaco:

ks,

LOD ==

gdzie:

t, — wartos¢ rozkladu t-studenta dla poziomu ufnosci «,
s, — odchylenie standardowe nachylenia krzywej.

Na rysunku przedstawiona jest krzywa kalibracyjna
wraz z przedzialem ufnoéci (linia przerywana). Sym-
bole y,, oraz x;, odnosza sie do granicy wykrywalnosci
odpowiednio dla wartosci sygnatu i stezenia. Wartos¢
LOD uzyskiwana jest poprzez rzutowanie poziomej linii
prostej z punktu y, do przeciecia z krzywa kalibracyjng
i dolnym przedziatem ufnosci. W przypadku gdy para-
metr zwigzany z btedem nachylenia krzywej, t s, jest
bliski zeru lub gdy b > t s, to wartos¢ LOD odczytu-
je sie w punkcie x;,. Jednakze, gdy wartos¢ bledu t s,

Sygnat
N\

yD.... . ncn-nlnlsnoc.a./.....; ----------- ;c_./i

ks, / '% -

Yc X5

Rys. Przedstawienie metody graficznej szacowania LOD wedtug
Winefordnera i Longa

X D'wys StQiEH ie

roénie, powoduje zwiekszenie x, tak, ze przechodzi
ONd W Xp . jak przedstawia rysunek. Uwzglednia-
jac wszystkie zaleznosci, powinno sie wybieraé wyz-
sz wartos¢ - xp,,.. - jako prawidtowq warto$¢ LOD.
Metoda propagacji bledéw jest bardziej ztozona niz
pozostale dwie metody, gdyz, poza odchyleniem stan-
dardowym probki élepej i nachyleniem krzywej kali-
bracyjnej, uwzglednia takze punkt przeciecia krzywej
i jego odchylenie standardowe, zgodnie z réwnaniem:

k\/s+824+(£) s}
LOD: 0 b b

b

Zastosowanie wszystkich powyzszych parametrow we
wzorze skutkuje zauwazalnie wieksza wartoscig LOD
w poréwnaniu z pozostalymi dwoma metodami. Jed-
nakze, nie jest to traktowane jako wada tego podejscia,
gdyz uwzglednione sa wszystkie zmienne mogace mie¢
istotny wplyw na wiarygodno$¢ wynikow pomiarow éle-
pej probki i wzorcow.

Podsumowujac, metoda graficzna okazuje sie genero-
wac najwiekszy blad w szacowaniu wartoéci LOD spo-
éréd trzech omawianych metod i moze by¢ uzywana
tylko w celu przyblizenia wartoéci LOD, ale generalnie
nie jest zalecana. Zastosowanie podejscia IUPAC jest
wskazane, gdy wartos¢ bledu élepej préby znacznie
przekracza wartos¢ bledu nachylenia krzywej. W prze-
ciwnym wypadku uzyskana warto$¢ LOD bedzie sztucz-
nie zanizona. Metoda propagacji bfedéw jest uwazana
przez autoréw za najpoprawniejsza, gdyz uwzglednia
wartosci bledow pomiaru prébek zawierajacych bada-
ny analit w kofncowej wartosci LOD. Jednakze, nalezy
pamietac, ze uzyskana warto$¢ LOD bedzie cisle zale-
zec od jako$ci wykonanej krzywej kalibracyjnej.
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